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Abstract	  
	   The	  highly	  conserved	  nuclear	  protein	  Akirin	  was	  previously	  identified	  as	  a	  cofactor	  that	  
modulates	  Twist	  transcription	  factor	  activity	  during	  muscle	  development	  in	  Drosophila	  
melanogaster.	  Akirin	  mediates	  an	  interaction	  between	  the	  Twist	  transcription	  factor	  and	  the	  
multisubunit	  Brahma	  SWI/SNF-­‐class	  chromatin	  remodeling	  complex	  at	  control	  elements	  of	  
the	  Dmef2	  locus	  to	  maintain	  optimal	  myogenic	  gene	  expression	  levels.	  Therefore,	  Akirin	  
represents	  a	  class	  of	  novel	  secondary	  cofactors	  that	  work	  with	  transcription	  machinery	  to	  link	  
transcription	  factor	  output	  with	  chromatin	  remodeling	  machinery	  to	  facilitate	  gene	  expression.	  
Previous	  work	  establishes	  that	  Twist	  and	  Akirin	  also	  interact	  at	  Twist-­‐responsive	  control	  
elements	  of	  the	  tinman	  gene,	  which	  regulates	  formation	  and	  development	  of	  the	  insect	  
heart.	  Similar	  to	  other	  Twist-­‐regulated	  loci,	  Akirin	  appears	  to	  positively	  regulate	  tinman	  
expression	  and	  affect	  development	  and	  positioning	  of	  cardiomyocytes.	  Together	  these	  results	  
uncover	  a	  potential	  new	  method	  of	  regulation	  for	  the	  tinman	  locus	  during	  cardiac	  
development.	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Introduction	  
The	  process	  of	  embryonic	  development	  is	  controlled	  by	  the	  distinct	  expression	  of	  genes	  
that	  are	  regulated	  by	  a	  strictly	  controlled	  group	  of	  transcription	  factors	  causing	  a	  single	  
progenitor	  cell	  to	  develop	  into	  a	  whole	  organism.	  There	  are	  several	  mechanisms	  that	  are	  used	  
to	  control	  embryonic	  development	  at	  the	  level	  of	  gene	  expression.	  One	  mechanism	  of	  control	  is	  
a	  direct	  interaction	  of	  transcription	  factors	  while	  the	  second	  mechanism	  of	  control	  is	  by	  an	  
indirect	  interaction	  that	  uses	  remodeling	  complexes	  to	  remodel	  the	  chromatin	  environment,	  
which	  promote	  certain	  genes	  to	  begin	  expression	  (Clapier	  and	  Cairns,	  2009).	  Together,	  both	  
direct	  and	  indirect	  mechanisms	  of	  gene	  expression	  contribute	  to	  embryonic	  development.	  	  
The	  work	  in	  this	  thesis	  was	  aimed	  at	  understanding	  the	  role	  of	  a	  novel	  protein	  that	  is	  
crucial	  to	  the	  control	  of	  gene	  expression	  during	  the	  formation	  of	  the	  cardiovascular	  system.	  The	  
formation	  of	  the	  cardiac	  muscles	  has	  remarkable	  conservation	  in	  both	  embryological	  events	  
during	  cardiogenesis	  and	  in	  the	  cardiogenic	  transcription	  factors	  twist,	  tinman,	  and	  several	  
other	  genes	  that	  are	  able	  to	  direct	  the	  early	  steps	  in	  cardiac	  muscle	  development	  (Cripps	  and	  
Olson,	  2002).	  In	  the	  fruit	  fly,	  Drosophila	  melanogaster,	  the	  dorsal	  vessel	  or	  heart	  is	  a	  simple	  
pulsatile	  linear	  tube,	  which	  is	  subdivided	  into	  the	  aorta	  in	  the	  anterior	  region	  and	  the	  heart	  
proper	  in	  the	  posterior	  region	  (Rizki,	  1978).	  	  Contraction	  of	  the	  dorsal	  vessel	  moves	  hemolymph	  
into	  the	  open	  circulatory	  system	  of	  Drosophila	  melanogaster.	  This	  hemolymph	  enters	  through	  
four	  pairs	  of	  ostiae	  located	  in	  the	  heart	  proper	  and	  is	  then	  propelled	  out	  of	  the	  aorta	  into	  the	  
open	  circulatory	  system	  (See	  Figure	  1.A.)	  (Rizki,	  1978;	  Curtis	  et	  al.,,	  1999;	  Molina	  and	  Cripps,	  
2001).This	  relatively	  simple	  circulatory	  system	  allows	  the	  dorsal	  vessel	  to	  pump	  hemolymph	  
first	  to	  the	  brain	  and	  then	  allows	  the	  hemolymph	  to	  flow	  posteriorly	  through	  the	  rest	  of	  the	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body	  before	  returning	  to	  the	  dorsal	  vessel	  (Wigglesworth,	  1984).	  The	  dorsal	  vessel	  is	  relatively	  
simple	  when	  compared	  to	  that	  of	  vertebrates,	  but	  the	  framework	  for	  specification	  and	  
differentiation	  of	  the	  cardiac	  muscles	  are	  highly	  conserved	  among	  vertebrates	  and	  
invertebrates	  allowing	  the	  fruit	  fly	  to	  be	  a	  model	  for	  in	  studying	  cardiac	  muscle	  development	  
(Cripps	  and	  Olson,	  2002).	  	  
Formation	  of	  the	  Dorsal	  Vessel	  
The	  first	  step	  in	  the	  specification	  and	  formation	  of	  the	  dorsal	  vessel	  is	  the	  orientation	  of	  
the	  dorsoventral	  axis.	  This	  happens	  very	  early	  stages	  of	  Drosophila	  development	  with	  the	  
expression	  of	  dorsal	  at	  the	  most	  ventral	  region	  of	  the	  embryo.	  Dorsal	  is	  then	  able	  to	  act	  via	  a	  
twist	  gene	  promoter	  to	  activate	  twist,	  which	  is	  a	  key	  player	  in	  myoblast	  formation	  and	  
development	  of	  muscles	  (Jiang	  et	  al.,	  1991;	  Leptin	  1991;	  Pan	  et	  al.,	  1991;	  Charge	  and	  Rudnicki,	  
2004;	  Beckett	  and	  Baylies,	  2006).	  The	  activation	  of	  twist	  via	  Dorsal	  continues	  until	  Twist	  is	  at	  
significant	  enough	  concentration	  to	  maintain	  auto-­‐regulation	  (Bryantsev	  and	  Cripps,	  2009).	  
Twist,	  a	  highly	  conserved	  single	  basic	  Helix-­‐loop-­‐Helix	  (bHLH)	  class	  transcription	  factor,	  is	  
responsible	  for	  the	  specification	  and	  patterning	  of	  the	  mesoderm	  from	  ventral	  precursors	  of	  
the	  embryo	  and	  is	  subsequently	  responsible	  for	  patterning	  mesodermal	  derivatives,	  such	  as	  the	  
musculature	  in	  D.	  melanogaster	  (Bryantsev	  and	  Cripps,	  2009;	  Baylies	  and	  Bate,	  1996;	  Miraoui	  
and	  Marie,	  2010;	  Nowak	  et	  al.,	  2012).	  Once	  Twist	  and	  Dorsal	  are	  both	  present	  in	  the	  nucleus,	  
they	  activate	  the	  expression	  of	  the	  FGF	  receptor	  gene	  heartless	  (htl),	  and	  the	  zinc	  finger	  
transcription	  factor	  gene	  snail	  (snl)	  which	  represse	  genes	  not	  required	  in	  the	  ventral	  region	  (Ip	  
et	  al.,	  1992;	  Stathopoulos	  et	  al.,	  2004).	  	  Twist	  is	  also	  able	  to	  directly	  activate	  both	  tinman	  and	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Drosophila	  myocyte	  enhancer-­‐2	  	  (Dmef-­‐2)	  (See	  Figure	  1)	  (Bryantsev	  and	  Cripps,	  2009).	  Once	  the	  
mesoderm	  has	  formed,	  the	  dorsal	  mesoderm	  is	  then	  specified	  later	  in	  development	  by	  cues	  
from	  the	  ectoderm	  that	  allow	  cells	  to	  acquire	  this	  dorsal	  mesodermal	  fate.	  These	  cells,	  which	  
are	  located	  in	  the	  trunk	  region,	  begin	  to	  express	  tinman	  a	  transcription	  factor	  that	  is	  required	  
for	  dorsal	  vessel	  specification	  (Bodmer	  et	  al.,,	  1993).	  	  
The	  Role	  of	  tinman	  in	  Dorsal	  Mesoderm	  and	  Early	  Dorsal	  Vessel	  Formation	  
The	  gene	  tinman,	  a	  homolog	  of	  vertebrates	  to	  Nkx2.5,	  located	  on	  the	  third	  right	  
chromosome	  is	  roughly	  3	  kb	  long	  and	  contains	  3	  exons	  along	  with	  4	  enhancer	  elements	  (See	  
Figure	  1.A.)	  (Bodmer	  1993;	  Yin	  et	  al.,	  1997).	  tinman	  encodes	  an	  NK-­‐2	  class	  homeobox	  
transcription	  factor	  that	  is	  essential	  in	  the	  development	  of	  both	  the	  dorsal	  mesoderm	  and	  the	  
dorsal	  vessel.	  	  The	  earliest	  expression	  of	  tinman	  is	  through	  direct	  binding	  of	  the	  transcription	  
factor	  Twist	  to	  three	  conserved	  E-­‐boxes	  in	  the	  enhancer	  region	  TinB	  located	  on	  the	  first	  intron	  
(Bryantsev	  and	  Cripps,	  2009;	  Yin	  et	  al.,,	  1997).	  This	  activation	  of	  tinman	  by	  the	  enhancer	  Twist	  
(see	  Figure	  1),	  is	  restricted	  to	  a	  narrow	  band	  of	  dorsal	  mesoderm	  that	  will	  eventually	  become	  
the	  dorsal	  vessel	  (Bryantsev	  and	  Cripps,	  2009;	  Azpiazu	  and	  Frasch,	  1993).	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Figure	  1:	  (A)	  A	  simple	  representation	  of	  the	  gene	  tinman	  in	  Drosophila	  melanogaster	  with	  
four	  enhancers	  labeled	  A	  (orange),	  B	  (Yellow),	  C	  (Red),	  D	  (Grey),	  three	  exons	  (Dark	  Purple),	  
and	  four	  introns	  (Dark	  Blue).	  This	  model	  was	  based	  on	  work	  by	  Bodmer	  et	  al.,	  1990.	  	  (B)	  A	  
schematic	  representation	  of	  the	  dorsal	  vessel	  in	  Drosophila	  melanogaster.	  (C)	  Dorsal	  view	  of	  
an	  Wild-­‐type	  embryo	  stained	  with	  anti-­‐myosin	  to	  visualize	  the	  Dorsal	  Vessel	  (Red	  arrow	  
indicates	  dorsal	  vessel).	  (D)Twist	  regulation	  of	  target	  genes	  during	  mesodermal	  and	  cardiac	  
development.	  	  Twist	  regulates	  Dmef2	  and	  tinman	  to	  control	  development	  of	  the	  cardiac	  
muscles.	  Twist	  also	  influences	  tinman	  together	  with	  Dmef2	  to	  further	  regulate	  cardiac	  
development.	  Finally,	  Tinman	  is	  required	  for	  optimal	  maintenance	  of	  Dmef2	  expression.	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The	  activation	  of	  tinman	  by	  Twist	  at	  the	  TinB	  enhancer	  region	  is	  only	  active	  until	  
formation	  of	  the	  dorsal	  mesoderm	  whereby	  the	  regulation	  of	  tinman	  switches	  to	  the	  enhancer	  
region	  TinD,	  which	  is	  controlled	  via	  Tinman	  itself	  and	  the	  SMAD	  complex	  (Raftery	  et	  al.,	  1999;	  
Bryantsev	  and	  Cripps,	  2009).	  The	  formation	  of	  the	  dorsal	  mesoderm	  is	  accomplished	  by	  
Decapentaplegic	  (Dpp)	  signaling,	  a	  key	  morphogen	  in	  embryonic	  development	  (Frasch,	  1995).	  
Dpp	  is	  required	  for	  proper	  maintenance	  of	  the	  dorsal	  mesoderm	  at	  stage	  9	  embryos	  and	  along	  
with	  its	  receptors	  is	  needed	  for	  dorsal	  mesodermal	  specification	  (Bryantsev	  and	  Cripps,	  2009).	  	  
The	  preexisting	  Tinman	  protein	  is	  able	  to	  provide	  the	  cells	  fated	  for	  cardiac	  development	  a	  
mesodermal	  context	  for	  Dpp	  signaling,	  further	  spatially	  restricts	  tinman	  expression	  (Bryantsev	  
and	  Cripps,	  2009).	  The	  regulation	  of	  tinman	  via	  Dpp	  is	  accomplished	  by	  Dpp	  activation	  of	  the	  
TGF-­‐β	  receptor,	  Thickveins	  (Tkv),	  which	  correspondingly	  phosphorylates	  the	  Dpp	  effectors	  Mad	  
and	  Medea	  (Yin	  and	  Frasch	  1998).	  	  	  	  	  Mad	  and	  Medea	  translocate	  to	  the	  nucleus	  where	  they	  
directly	  activate	  tinman	  expression	  by	  binding	  to	  the	  TinD	  enhancer	  in	  the	  3’	  region	  of	  tinman	  
(Yin	  and	  Frasch,	  1998;	  Xu	  et	  al.,	  1998;	  Raftery	  and	  Sutherland,	  1999).	  Therefore,	  Mad	  and	  
Medea	  are	  only	  activated	  in	  Tinman-­‐containing	  mesodermal	  cells.	  	  It	  is	  through	  this	  mechanism	  
that	  context	  is	  provided	  for	  Dpp	  signals	  derived	  from	  the	  ectoderm	  (Bryantsev	  and	  Cripps,	  
2009).	  	  
The	  previous	  mechanism	  stated	  above	  is	  key	  for	  the	  localization	  of	  tinman	  expression	  
through	  the	  use	  of	  the	  TinD	  enhancer	  to	  modify	  the	  dorsal	  area	  of	  the	  mesoderm	  to	  allow	  for	  
the	  narrowing	  of	  mesodermal	  cells	  that	  are	  destined	  to	  become	  the	  dorsal	  vessel	  (Xu	  et	  al.,	  
1998;	  Frasch	  1999;	  Bryantsev	  and	  Cripps,	  2009).	  	  In	  addition	  to	  the	  mechanisms	  listed	  above	  
that	  directs	  cells	  towards	  dorsal	  vessel	  fate,	  several	  other	  factors	  are	  also	  necessary	  for	  proper	  
	  
	  
11	  
	  
dorsal	  vessel	  formation.	  They	  are	  the	  genes	  wingless	  (wg),	  and	  sloppy-­‐paired	  (slp),	  a	  segment	  
polarity	  transcription	  factor	  (Wu	  et	  al.,	  1995;	  Jagla	  et	  al.,	  1997).	  	  The	  expression	  of	  wg	  is	  
required	  at	  multiple	  steps	  in	  embryogenesis	  for	  directing	  either	  dorsal	  vessel	  formation	  or	  
visceral	  muscle	  development	  (Azpiazu	  and	  Frasch,	  1993;	  Wu	  et	  al.,	  1995).	  Expression	  of	  wg	  is	  
able	  to	  promote	  dorsal	  vessel	  development	  when	  expressed	  in	  mesoderm	  and	  can	  be	  
detrimental	  towards	  dorsal	  vessel	  development	  when	  expressed	  in	  the	  ectoderm	  (Lawrence	  et	  
al.,	  1995).	  Along	  with	  wg,	  slp	  is	  also	  able	  to	  directly	  down	  regulate	  expression	  of	  bap,	  a	  NK-­‐2	  
class	  transcription	  factor,	  which	  in	  turns	  suppresses	  visceral	  muscle	  fate	  thus	  leading	  to	  dorsal	  
cell	  formation	  (Jagla	  et	  al.,	  1997).	  	  Slp	  is	  also	  responsible	  for	  maintaining	  wg	  expression	  via	  slp	  
expression	  in	  the	  ectoderm	  to	  maintain	  optimal	  expression	  of	  wg.	  This	  mechanism	  of	  regulation	  
is	  still	  unknown	  but	  is	  key	  to	  appropriate	  dorsal	  vessel	  formation	  (Lee	  and	  Frasch,	  
2000).Although	  the	  genes	  wg	  and	  slp	  do	  not	  directly	  work	  with	  Tinman	  to	  form	  the	  dorsal	  
vessel,	  they	  both	  work	  alongside	  Tinman	  for	  the	  correct	  formation	  of	  the	  dorsal	  vessel	  in	  
Drosophila	  (Bryantsev	  and	  Cripps,	  2009).	  This	  initial	  step	  in	  cardiac	  development	  is	  highly	  
important	  because	  without	  Tinman	  guiding	  the	  formation	  of	  the	  dorsal	  mesoderm,	  the	  embryo	  
will	  fail	  to	  produce	  a	  dorsal	  vessel.	  Consequentially,	  if	  tinman	  expression	  is	  hindered	  the	  dorsal	  
vessel	  will	  tend	  to	  produce	  multiple	  physical	  defects	  (Azpiazu	  and	  Frasch,	  1993;	  Bodmer,	  1993).	  
The	  Role	  of	  tinman	  in	  the	  Later	  Stages	  of	  Dorsal	  Vessel	  Formation	  
	   In	  Drosophila	  melanogaster,	  expression	  of	  tinman	  is	  essential	  to	  the	  formation	  and	  
differentiation	  of	  cells	  that	  form	  the	  dorsal	  vessel.	  Without	  Tinman	  there	  is	  no	  dorsal	  vessel	  
formation	  and	  a	  further	  lack	  of	  visceral	  muscles	  in	  Drosophila	  embryos	  (Azpiazu	  and	  Frasch,	  
1993;	  Bodmer,	  1993,	  Harvey	  1996).	  	  As	  previously	  stated,	  the	  Tinman	  protein	  is	  first	  expressed	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to	  help	  specify	  cells	  that	  are	  located	  in	  the	  mesoderm	  to	  form	  the	  dorsal	  mesoderm	  and	  also	  
signifies	  a	  dorsal	  vessel	  cell	  fate	  (Cripps	  and	  Olson,	  2002).	  	  Tinman	  is	  able	  to	  signify	  dorsal	  vessel	  
fate	  by	  being	  both	  an	  activator	  and	  a	  repressor	  of	  gene	  transcription	  through	  its	  binding	  to	  the	  
consensus	  sequence	  5’TYAAGTG3’	  (Chen	  and	  Schwartz,	  1995;	  Choi	  et	  al.,	  1999;	  Fossett	  et	  al.,	  
2000;	  Ranganay-­‐akulu	  et	  al.,	  1998).	  	  The	  four	  genes	  that	  are	  targeted	  by	  Tinman	  at	  this	  
consensus	  sequence	  are:	  tinman,	  pannier	  (pnr),	  Dmef-­‐2,	  and	  β3-­‐tubulin	  each	  of	  which	  contain	  
two	  consensus	  Tinman	  binding	  sites	  that	  are	  required	  for	  optimal	  activity	  of	  their	  enhancers.	  
(Xu	  et	  al.,,	  1998;	  Gajewski	  et	  al.,,	  1997,1998,	  2001;	  Cripps	  et	  al.,,	  1999;	  Kremser	  et	  al.,,	  1999).	  	  
These	  target	  genes	  play	  a	  key	  role	  in	  dorsal	  vessel	  development	  throughout	  embryogenesis.	  
Following	  pnr	  activation	  by	  Tinman,	  Pannier	  works	  in	  conjunction	  with	  Tinman	  to	  activate	  
Dmef-­‐2	  in	  cardiac	  cells	  as	  illustrated	  in	  Figure	  2.A,	  which	  is	  crucial	  for	  dorsal	  vessel	  muscle	  
development	  (Gajewski	  et	  al.,	  2001;	  Cripps	  and	  Olson,	  2002;	  Klinedinst	  and	  Bodmer	  2003).	  	  	  The	  
structural	  gene	  β3-­‐tubulin,	  which	  is	  expressed	  in	  mature	  hearts	  is	  also	  activated	  by	  Tinman	  and	  
is	  needed	  primarily	  in	  the	  late	  larval	  through	  the	  adult	  stages	  suggesting	  a	  vital	  role	  in	  heart	  
metamorphosis	  and	  growth	  (Molina	  and	  Cripps,	  2001).	  
Tinman	  expression	  is	  strictly	  controlled	  
The	  gene	  tinman	  plays	  a	  crucial	  role	  in	  the	  development	  of	  the	  dorsal	  mesoderm	  and	  
also	  in	  the	  specification	  of	  cells	  in	  this	  dorsal	  mesoderm	  to	  form	  the	  dorsal	  vessel	  (Bodmer,	  
1993;	  Cripps	  and	  Olson,	  2002).	  Tinman	  is	  able	  to	  direct	  dorsal	  mesoderm	  development	  and	  
cardiac	  specificity	  by	  being	  either	  an	  activator	  or	  a	  repressor	  for	  several	  genes	  that	  play	  a	  
critical	  role	  in	  cardiac	  development	  (Figure	  2.A).	  As	  previously	  stated,	  tinman	  expression	  is	  
controlled	  by	  the	  transcription	  factor	  Twist	  acting	  on	  the	  enhancer	  region	  TinB	  very	  early	  in	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development	  with	  it	  reaching	  its	  maximum	  expression	  at	  late	  stage	  11	  (7.5	  hours	  of	  age	  after	  
egg	  laying)	  and	  is	  expressed	  greatly	  once	  again	  via	  auto-­‐regulation	  at	  stage	  15	  to	  16(11-­‐13	  
hours	  of	  age	  after	  egg	  laying)	  (Bodmer	  et	  al.,	  1993).	  Even	  though	  the	  expression	  pattern	  of	  
Tinman	  is	  known,	  there	  is	  little	  known	  about	  the	  early	  regulation	  of	  tinman.	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Figure	  2.	  Transcription	  pathway	  of	  Dmef-­‐2	  and	  tinman.	  A)	  tinman	  is	  known	  to	  be	  regulated	  
by	  Twist	  but	  it	  is	  thought	  that	  another	  factor	  is	  key	  in	  assisting	  Twist	  for	  the	  proper	  
expression	  of	  tinman.	  Once	  Twist	  and	  the	  unknown(?)	  factor	  are	  able	  to	  activate	  the	  gene	  
tinman,	  tinman	  is	  then	  able	  to	  be	  auto-­‐regulated	  producing	  more	  Tinman	  in	  the	  dorsal	  
mesoderm.	  Tinman	  is	  also	  able	  to	  work	  with	  Dpp,	  which	  has	  activated	  Mad	  and	  Medea	  to	  
further	  refine	  and	  define	  the	  dorsal	  mesoderm.	  For	  cardiac	  mesoderm	  formation,	  tinman	  
must	  first	  activate	  the	  gene	  pannier,	  which	  in	  turn	  is	  able	  to	  work	  with	  tinman	  to	  initiate	  
cardiac	  formation.	  B)	  Dmef-­‐2	  requires	  both	  Twist	  and	  Akirin	  for	  expression	  of	  Dmef-­‐2,	  which	  
is	  key	  in	  lateral	  muscle	  formation	  (Nowak	  et	  al.,	  2012)	  .	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Twist	  and	  Akirin	  are	  crucial	  factors	  guiding	  muscle	  development.	  
Twist	  is	  crucial	  for	  a	  multitude	  of	  developmental	  programs	  that	  are	  essential	  for	  proper	  
embryogenesis	  (Barnes	  and	  Firulli,	  2009;	  Miraouri	  and	  Marie,	  2010;	  Yang	  et	  al.,	  2004).	  	  Twist	  is	  
able	  to	  regulate	  discrete	  steps	  of	  mesodermal	  development	  in	  Drosophila	  melanogaster	  
including	  mesodermal	  development,	  gastrulation,	  segregation	  of	  populations	  of	  the	  
mesodermal	  cells,	  and	  is	  able	  to	  guide	  the	  establishment	  and	  formation	  of	  somatic	  musculature	  
(Baylies	  and	  Bate,	  1996;	  Miraoui	  and	  Marie,	  2010;	  Nowak	  et	  al.,	  2012).	  Twist	  can	  either	  
homodimerize	  or	  heterodimerize	  depending	  on	  when	  and	  where	  Twist	  is	  needed	  at	  that	  time	  in	  
development.	  It	  is	  known	  that	  the	  homodimerization	  of	  Twist	  is	  needed	  for	  activating	  genes	  to	  
specify	  mesodermal	  cells	  for	  somatic	  musculature	  fate,	  while	  the	  heterodimerized	  form	  
represses	  somatic	  musculature	  fate	  in	  the	  mesoderm	  (Castanon	  et	  al.,	  2001;	  Wong	  et	  al.,	  2008).	  	  
It	  has	  been	  found	  that	  Akirin,	  a	  nuclear	  protein,	  is	  a	  cofactor	  that	  modulates	  Twist	  transcription	  
factor	  activity	  for	  activating	  Dmef-­‐2,	  which	  subsequently	  directs	  embryonic	  muscle	  
development	  in	  D.	  melanogaster	  (Nowak	  et	  al.,,	  2012).	  
	   Akirin	  was	  first	  identified	  in	  2008	  by	  Goto	  et	  al.,	  as	  a	  nuclear	  protein	  that	  plays	  a	  vital	  
role	  in	  the	  NF-­‐КB	  immune	  response	  pathway	  in	  Drosophila.	  It	  was	  found	  that	  Akirin	  is	  a	  highly	  
conserved	  201-­‐residue	  protein	  with	  a	  nuclear	  localization	  sequences	  and	  no	  known	  protein	  
motifs	  (Goto	  et	  al.,	  2008;	  Macqueen	  and	  Johnston,	  2009)	  Akirin	  has	  been	  found	  to	  have	  24	  
orthologues	  present	  in	  a	  multitude	  of	  different	  metazoan	  genomes,	  ranging	  from	  Homo	  sapiens	  
to	  D.	  melanogaster.	  	  (Goto	  et	  al.,	  2008;	  Macqueen	  and	  Johnston,	  2009).	  	  In	  these	  taxa,	  many	  of	  
the	  vertebrates	  contain	  2	  isoforms	  of	  akirin	  with	  akirin1	  being	  more	  closely	  related	  to	  the	  akirin	  
present	  in	  invertebrates	  (Goto	  et	  al.,	  2008).	  	  In	  this	  screen,	  Akirin	  was	  identified	  as	  a	  protein	  
	  
	  
17	  
	  
that	  interacts	  with	  Twist	  at	  the	  Dmef2	  enhancer	  in	  a	  yeast	  double	  interaction	  screen	  (Nowak	  et	  
al,	  2012).	  Akirin	  was	  found	  to	  mediate	  an	  interaction	  between	  Twist	  and	  the	  Brahma	  SWI/SNF-­‐
class	  chromatin	  remodeling	  complex	  (BRM),	  a	  complex	  that	  is	  able	  to	  remodel	  chromatin	  for	  
optimal	  gene	  expression	  (Nowak	  et	  al.,	  2012).	  	  This	  interaction	  was	  shown	  to	  be	  required	  for	  
the	  expression	  of	  mef2	  (See	  Figure	  2.B)	  a	  key	  gene	  in	  the	  initiation	  of	  skeletal	  muscle	  
development	  and	  maintenance.	  The	  absence	  of	  Akirin	  greatly	  reduced	  expression	  levels	  
suggesting	  that	  Akirin	  and	  Twist	  work	  in	  conjunction	  for	  proper	  expression	  of	  muscle	  
developmental	  regulators	  (Nowak	  et	  al.,	  2012).	  Nowak	  et	  al.,	  were	  able	  to	  further	  show	  that	  in	  
the	  absence	  of	  Akirin,	  a	  wide	  range	  of	  skeletal	  muscle	  patterning	  defects	  were	  observed,	  
including	  mis-­‐attachment	  of	  muscle,	  missing	  muscles,	  and	  duplicated	  muscles	  as	  depicted	  in	  
Figure	  3	  (Nowak	  et	  al.,	  2012).	  	  	  
In	  addition	  to	  the	  control	  of	  Dmef-­‐2	  expression,	  Akirin	  was	  also	  identified	  as	  a	  protein	  
that	  interacted	  with	  Twist	  for	  the	  expression	  of	  a	  tinman-­‐regulated	  reporter	  construct	  (Nowak	  
et	  al.,,	  2012).	  	  This	  interaction	  between	  Akirin	  and	  Twist	  at	  the	  tinman-­‐regulated	  reporter	  
suggests	  that	  Akirin	  may	  perform	  a	  similar	  function	  with	  Twist	  to	  direct	  tinman	  regulation	  in	  the	  
establishment,	  patterning,	  and	  development	  of	  the	  dorsal	  mesoderm	  and	  dorsal	  vessel	  in	  
Drosophila	  (Nowak	  et	  al.,	  2012).	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  C	  B	   E	  
Figure	  3.	  A	  wide	  variety	  of	  muscle	  defects	  are	  seen	  in	  akirin2	  mutants.	  All	  embryos	  are	  
stained	  with	  anti-­‐tropomyosin	  antibodies	  to	  visualize	  the	  various	  muscle	  phenotypes	  
observed.	  	  A.	  Schematic	  of	  wild-­‐type	  skeletal	  muscle	  anatomy.	  B.	  Wild-­‐type	  embryo	  with	  the	  
4	  lateral	  muscles	  labeled	  1-­‐4.	  C.	  D.	  E.	  akirin	  mutants	  with	  the	  various	  muscle	  phenotypes	  
shown.	  C.	  Missing	  muscles	  D.	  mis-­‐attached	  muscles	  E.	  duplicated	  muscles.	  All	  figures	  are	  of	  
stage	  16	  embryos	  in	  left	  lateral	  view,	  shown	  with	  anterior	  to	  the	  left	  and	  dorsal	  is	  up.	  Lateral	  
transverse	  (LT)	  muscles	  are	  used	  to	  illustrate	  the	  variety	  of	  muscle	  defects	  observed	  in	  C,	  D,	  
and	  E.	  (red	  arrows)	  (Nowak	  et	  al.,,	  2012).	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Since	  tinman	  expression	  is	  initially	  activated	  via	  Twist	  acting	  on	  the	  TinB	  enhancer	  
region	  it	  is	  thought	  that	  a	  similar	  mechanism	  may	  be	  equally	  important	  for	  Akirin-­‐dependent	  
expression	  of	  tinman.	  	  Here	  it	  is	  shown	  that	  Akirin	  has	  been	  identified	  to	  work	  with	  Twist	  in	  the	  
same	  manner	  as	  seen	  with	  Dmef-­‐2	  expression	  to	  direct	  the	  expression	  of	  tinman	  early	  in	  
embryogenesis	  for	  proper	  dorsal	  mesoderm	  and	  dorsal	  vessel	  development	  in	  Drosophila.	  	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
20	  
	  
Methods	  and	  Materials	  
Drosophila	  stocks	  and	  genetic	  crosses:	  
All	  Drosophila	  melanogaster	  stocks	  were	  kept	  on	  Nutri-­‐fly™	  Bloomington	  Formulation	  at	  
27◦C.	  The	  Drosophila	  strains	  used	  in	  this	  study	  were	  OreR	  (wild-­‐type),w;	  akirin2,	  	  
w;tinEC40/TM3,Sb,abad-­‐lacZ,	  w;	  lyhshid/TM6,Sb,DfdGMRYFP,	  w;Dr/TM3,DfdGMRYFP,	  w;tinlacz,	  
MKRS/TM6B,	  w;IF/Cyo;MKRS/Tm6b,	  w;+;akirin3e/TM6,	  w;D*/Tm3,DfdGMRYFP	  .	  These	  strains	  
were	  graciously	  provided	  by	  the	  Bloomington	  Drosophila	  Stock	  center	  located	  at	  Indiana	  
University.	  OreR	  is	  the	  wild-­‐type	  stock	  where	  indicated.	  
Quantitative	  Polymerase	  Chain	  Reaction:	  	  
	  	   OreR	  (wild-­‐type)	  and	  akirin2	  (mutant)	  embryos	  were	  collected	  on	  60	  mm	  grape	  agar	  
plates	  at	  late	  stage	  11	  (~7.5	  hours)	  and	  from	  embyros	  at	  stage	  15	  (~11.5	  hours).	  Embryos	  were	  
dechorionated	  using	  bleach	  and	  were	  homogenized.	  The	  Zymo-­‐Research	  Quick-­‐
RNA™	  MiniPrep	  kit	  was	  then	  used	  for	  the	  isolation	  of	  mRNA	  from	  the	  embryos.	  Following	  the	  
collection	  of	  the	  mRNA,	  first	  strand	  synthesis	  of	  the	  collected	  RNA	  was	  performed	  using	  the	  
Invitrogen	  SuperScript®	  III	  First-­‐Strand	  Synthesis	  System	  kit.	  	  First-­‐strand	  synthesis	  was	  then	  
diluted	  1	  to	  10	  and	  was	  used	  for	  quantitative	  PCR.	  For	  the	  qPCR,	  the	  Roche	  LightCycler®	  480	  
SYBR	  Green	  I	  Master	  Mix	  Version	  12	  was	  used	  for	  the	  qPCR	  that	  was	  run	  in	  a	  LightCycler	  480	  
qPCR	  machine.	  These	  qPCR	  results	  were	  analyzed	  and	  relative	  ratios	  of	  tin	  transcripts	  
(normalized	  to	  GAPDH	  levels)	  in	  OreR	  and	  akirin2	  mutants	  were	  determined	  using	  Microsoft	  
Excel	  via	  methods	  described	  in	  Pfaffl	  (2001).	  Primers	  used	  for	  this	  qPCR	  are	  in	  Table	  1.	  
	  
	  
	  
	  
21	  
	  
Table	  1.	  Primers	  used	  in	  this	  study.	  
Sequence	   Purpose	  	  
5’-­‐CTTCTTCAGCGACACCCATT-­‐3’	   qPCR	  detection	  of	  GAPDH	  transcript-­‐	  Forward	  Primer	  
5’-­‐ACCGAACTCGTTGTCGTACC-­‐3’	   qPCR	  detection	  of	  GAPDH	  transcript-­‐	  Reverser	  Primer	  
5’-­‐GTATCTGTGCAGTTCAGAGAGAGACC-­‐3’	   qPCR	  detection	  of	  tinman	  Exon	  transcript-­‐Forward	  
Primer	  
5’-­‐GAGAAGAAGTCACTGACAGGTAGAAGTG-­‐
3’	  
qPCR	  detection	  of	  tinman	  Exon	  transcript-­‐	  Reverse	  
Primer	  
5’-­‐GTACCAGAATCCCCACCAGTACC-­‐3’	   qPCR	  detection	  of	  tinman	  Intron	  transcript-­‐	  Forward	  
Primer	  
5’-­‐	  ATAGGGACGACGATGTGGTG-­‐3’	   qPCR	  detection	  of	  inman	  Intron	  transcript-­‐	  Reverse	  
Primer	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Immunohistochemistry.	  
Antibodies	  and	  dilutions	  used	  for	  staining	  were	  as	  followed:	  anti-­‐Myosin	  Monoclonal	  
Mouse	  1◦	  antibody	  (1:500)	  to	  stain	  the	  musculature	  of	  Drosophila,	  1◦	  anti-­‐tinman	  Rabbit	  
(1:1000)	  to	  stain	  cardiomyosites	  ,	  1◦	  	  anti-­‐β-­‐galatosidase	  Chicken	  (1:1000)	  to	  stain	  against	  abad-­‐
lacZ,	  Jackson	  Immunoresearch	  biotin	  SP	  conjugated	  affine	  pure	  donkey	  anti-­‐rabbit	  (1:200),	  
Jackson	  Immunoresearch	  biotin	  SP	  conjugated	  affine	  pure	  donkey	  anti-­‐chicken	  (1:200),	  ,	  
Jackson	  Immunoresearch	  biotin	  SP	  conjugated	  affine	  pure	  donkey	  anti-­‐mouse	  (1:200),	  Jackson	  
immunoresearch	  Dylight™	  405-­‐conjugated	  affine	  pure	  donkey	  anti-­‐chicken	  (1:1000)	  to	  stain	  for	  
β-­‐galactosidase,	  Thermo	  Fisher	  Scientific	  Alexa-­‐flour®	  488	  anti-­‐mouse	  (1:400),	  and	  Thermo	  
Fisher	  Scientific	  Alexa-­‐flour®	  555	  anti-­‐rabbit	  (1:400).	  	  	  
For	  immunohistochemistry,	  embryos	  were	  stained	  according	  to	  published	  methods	  
(Nowak	  et	  al.,	  2012;	  Beckett	  and	  Baylies,	  2006;	  Artero	  et	  al.,	  2003).	  	  Briefly,	  embryos	  were	  
dechlorinated	  in	  50%	  bleach	  and	  were	  then	  fixed	  in	  4%	  PFA.	  Embryos	  were	  then	  devitellinzed	  in	  
50%heptane/methanol	  and	  stored	  at	  -­‐20◦C.	  	  Embryos	  were	  then	  washed	  in	  PBT	  (Phosphate	  
Buffered	  Saline	  +	  0.03%	  Triton	  X-­‐100),	  blocked	  in	  PBT+2%	  Bovine	  Serum	  Albumin	  (BSA)	  and	  
were	  incubated	  with	  primary	  antibodies	  at	  listed	  concentration	  overnight	  at	  4◦C	  in	  PBT-­‐BSA.	  
Embryos	  were	  then	  rinsed,	  washed	  in	  PBT,	  and	  then	  incubated	  with	  indicated	  secondary	  diluted	  
at	  listed	  concentration	  in	  PBT	  for	  1	  hour	  at	  room	  temperature.	  Following	  secondary	  antibody	  
incubation,	  fluorescent-­‐labeled	  stained	  embryos	  were	  rinsed,	  washed	  in	  PBT,	  and	  were	  
mounted	  in	  Vectashield	  overnight	  and	  then	  mounted	  for	  microscopy.	  	  For	  staining	  using	  
Diaminobenzidine	  (DAB),	  embryos	  were	  rinsed	  and	  washed	  in	  PBT,	  and	  then	  mixed	  with	  a	  
Vectastain	  kit	  A+B	  mixture	  (Vector	  Labs)	  for	  30	  minutes	  at	  room	  temperature.	  After	  the	  Vector	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ABC	  kit,	  the	  embryos	  were	  rinsed	  and	  washed	  with	  PBT,	  and	  600µL	  of	  PBT,	  20µL	  of	  NiCl,	  and	  
30µL	  of	  DAB	  were	  added	  to	  embryos.	  This	  mixture	  was	  then	  placed	  on	  a	  watch	  glass	  and	  a	  
H2O2	  solution	  was	  added	  for	  DAB	  color	  development.	  Embryos	  were	  then	  washed	  with	  PBT.	  
Following	  the	  wash	  of	  PBT,	  embryos	  were	  dehydrated	  with	  70%	  ethanol	  followed	  by	  a	  wash	  
with	  90%	  ethanol,	  then	  washed	  with	  100%	  ethanol	  followed	  by	  a	  wash	  with	  100%	  dry	  ethanol	  
and	  a	  final	  wash	  with	  acetone.	  The	  embryos	  were	  then	  immersed	  in	  a	  1:1	  Araldilte:Acetone	  
mixture	  overnight	  at	  4◦C	  and	  were	  mounted	  within	  100%	  araldite	  for	  microscopy.	  
Microscopy	  
Immunofluorescent	  images	  were	  taken	  on	  Zeiss	  LSM	  confocal	  700	  while	  bright	  field	  
images	  were	  taken	  on	  a	  Zeiss	  Axio	  Imager.M2	  microscope.	  Both	  microscopes	  were	  equipped	  
with	  a	  Plan-­‐Apochromat	  20x/0.8	  M27	  objective.	  For	  the	  confocal	  images	  the	  pinholes	  were	  set	  
to	  capture	  identical	  optical	  slices	  of	  0.86µm	  spacing	  in	  all	  channels.	  All	  images	  were	  processed	  
using	  Zeiss	  Zen	  Black	  software.	  Maximum	  intensity	  projections	  of	  confocal	  immunofluorescent	  
Z-­‐stack	  images	  were	  rendered	  using	  Zeiss	  Zen	  Black	  software.	  
Counting	  Cardiomyocytes	  
Cardiomyocytes	  in	  this	  study	  were	  considered	  to	  be	  any	  cell	  nucleus	  that	  stained	  
positively	  with	  the	  anti-­‐tinman	  antibody	  in	  the	  dorsal	  region	  of	  the	  embryo.	  The	  images	  were	  
then	  processed	  into	  maximum	  intensity	  renderings,	  and	  tinman-­‐positive	  cardiomyocytes	  were	  
then	  counted	  by	  hand	  starting	  from	  the	  anterior	  end	  first	  for	  every	  embryo.	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Results	  
Akirin	  is	  needed	  for	  proper	  formation	  of	  the	  dorsal	  vessel	  
	   The	  cardiac	  muscles	  in	  Drosophila	  form	  a	  highly	  organized	  dorsal	  vessel	  with	  a	  
recognizable	  pattern	  (Figure	  1.B.,	  C.).	  In	  wild-­‐type	  embryos,	  the	  dorsal	  vessel	  is	  well	  organized	  
and	  consists	  of	  a	  mean	  of	  112.4	  (S.D=20.1)	  cardiomyocytes	  when	  visualized	  via	  an	  anti-­‐tinman	  
antibody	  (Figure	  4).	  However,	  in	  akirin2	  embryos	  that	  were	  stained	  with	  the	  same	  antibodies,	  
the	  dorsal	  vessel	  was	  less	  well	  organized	  and	  consisted	  on	  average	  of	  95.66	  (S.D=17.3)	  
cardiomyocytes	  which	  was	  significantly	  lower	  	  than	  the	  wild-­‐type(p-­‐value<0.05).	  	  This	  suggests	  
that	  Akirin	  is	  needed	  for	  complete	  differentiation	  of	  dorsal	  mesodermal	  cells	  into	  cardiac	  cells.	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Figure	  4.	  	  Mean	  total	  of	  cardiomyocytes	  (N=50)	  for	  wild-­‐type	  and	  akirin2	  stage	  16	  embryos.	  	  
(p<0.05,	  p=)	  For	  the	  wild-­‐type	  embryos	  a	  mean	  total	  of	  112.4	  (S.D.	  =20.1)	  cardiomyocytes	  
per	  embyro	  while	  the	  akirin2	  embryos	  had	  a	  mean	  total	  of	  95.66	  (S.D.	  =17.3)	  cardiomyocytes	  
per	  embryo	  (p-­‐value<0.05,	  p-­‐value=1.06541E-­‐05)	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Along	  with	  the	  akirin2	  mutants	  consisting	  of	  a	  lower	  number	  of	  cardiomyocytes,	  akirin2	  
mutants	  also	  displayed	  a	  range	  of	  morphological	  defects	  in	  the	  dorsal	  vessel	  as	  shown	  in	  Figure	  
5.	  The	  wild-­‐type	  embryo	  forms	  the	  dorsal	  vessel	  in	  a	  predictable	  manner,	  with	  the	  heart	  proper	  
forming	  in	  the	  posterior	  region	  of	  the	  dorsal	  vessel	  and	  the	  aorta	  forming	  the	  anterior	  part	  of	  
the	  dorsal	  vessel	  (Bryantsev	  and	  Cripps,	  2009).	  In	  wild-­‐type	  embryos	  the	  cardiomyocytes	  were	  
detected	  in	  rows,	  mostly	  of	  two	  or	  three,	  and	  were	  typically	  in	  a	  straight	  linear	  pattern	  when	  
stained	  with	  the	  anti-­‐tinman	  antibody.	  When	  stained	  with	  anti-­‐myosin	  antibody,	  the	  heart	  
proper	  and	  the	  aorta	  cardiomyocytes	  were	  seen	  to	  form	  uniformly	  in	  size	  and	  in	  the	  correct	  
positions	  (See	  Figure	  5.A,	  A’,	  B,	  B’).	  These	  two	  regions,	  the	  heart	  proper	  and	  the	  aorta,	  in	  wild-­‐
type	  are	  seen	  in	  almost	  every	  stage	  16	  embryo	  (Figure	  5.A,	  A’),	  However,	  in	  akirin2	  embryos	  the	  
heart	  proper	  forms	  was	  malformed	  or	  failed	  to	  form	  in	  a	  multitude	  of	  embryos	  that	  were	  
examined	  and	  was	  even	  seen	  to	  appear	  further	  anteriorly	  than	  seen	  in	  the	  wild-­‐type	  embryos	  
(Figure	  5.C).	  The	  aorta	  of	  the	  dorsal	  vessel	  appeared	  to	  have	  several	  phenotypes	  ranging	  from	  a	  
partially	  missing	  aorta,	  to	  a	  mispositioned	  aorta,	  and	  finally	  a	  dorsal	  vessel	  that	  is	  not	  as	  well	  
organized	  (Figure	  5.	  D,	  D’,	  E).	  	  We	  conclude	  that	  Akirin	  is	  required	  for	  the	  proper	  differentiation	  
of	  the	  dorsal	  mesodermal,	  and	  that	  it	  appears	  to	  play	  a	  role	  in	  the	  specification	  of	  the	  dorsal	  
mesoderm	  cells	  to	  form	  cardiomyocytes.	  This	  could	  lead	  to	  the	  lower	  numbers	  and	  mutant	  
phenotypes	  of	  cardiomyocytes	  in	  the	  dorsal	  vessel	  that	  are	  seen	  in	  Drosophila.	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Figure	  5.	  Wild-­‐type	  (A,A’,B,	  B’	  )	  and	  akirin2	  	  (C,C’,	  D,	  D’,E)	  Stage	  16	  embryos	  stained	  anti-­‐
myosin	  (A,	  A’,B,	  B’,C,C’,D,	  D’,E)	  and	  anti-­‐tinman	  (B,	  B’,	  D,D’,E).	  (A,A’,B,B’)	  Dorsal	  view	  of	  wild-­‐
type	  embryos	  showing	  Myosin	  in	  the	  dorsal	  vessel	  to	  allow	  for	  visualization	  of	  the	  dorsal	  
vessel	  A’	  and	  B’	  are	  close-­‐ups	  of	  the	  dorsal	  vessels	  that	  are	  in	  A	  and	  B.	  (C)	  Dorsal	  view	  of	  
akirin2	  embryo	  with	  a	  visualized	  dorsal	  vessel,	  red	  arrows	  indicate	  morphological	  defects,	  
with	  C’	  being	  a	  close	  up	  of	  the	  migrated	  heart	  proper.	  (D)	  Dorsal	  view	  of	  akirin2	  embryo	  
showing	  Tinman	  protein	  localization	  in	  the	  dorsal	  vessel	  where	  it	  appears	  to	  have	  several	  
defects,	  including	  a	  partially	  missing	  and	  mispositioned	  aorta,	  (D’)	  is	  a	  close	  up	  of	  the	  dorsal	  
vessel.	  (E)	  Dorsal	  view	  of	  akirin2	  embryo	  showing	  Tinman	  in	  the	  dorsal	  vessel	  that	  appears	  to	  
have	  a	  less	  well	  organized	  dorsal	  vessel	  than	  in	  wild-­‐type,	  (E’)	  a	  close	  up	  of	  this	  dorsal	  vessel	  
defect.	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The	  dorsal	  vessel	  is	  mispositioned	  in	  akirin	  mutants	  
Along	  with	  a	  lower	  total	  number	  of	  cardiomyocytes	  and	  a	  10-­‐fold	  reduction	  of	  tinman	  
mRNA,	  Akirin	  mutants	  tended	  to	  have	  a	  physical	  dorsal	  vessel	  defect.	  In	  wild-­‐type	  embryos,	  the	  
dorsal	  vessel	  forms	  in	  the	  dorsal	  mesoderm	  in	  a	  very	  distinct	  pattern,	  with	  the	  heart	  proper	  
forming	  in	  the	  posterior	  end	  and	  the	  aorta	  coming	  from	  the	  heart	  proper	  towards	  the	  anterior	  
end	  of	  the	  embryo(Figure	  1.B,C).	  However,	  in	  akirin2	  mutants	  the	  dorsal	  vessel	  displays	  a	  wide	  
range	  of	  phenotypes	  such	  as	  a	  displaced	  heart	  proper	  (Figure	  6.C),	  fusion	  and	  premature	  closing	  
of	  the	  heart	  proper	  (Figure	  6.C,D),	  larger	  cardiomyocytes	  indicating	  further	  fusion	  along	  the	  
dorsal	  vessel	  (Figure	  6.D),	  the	  dorsal	  vessel	  dives	  ventrally	  into	  the	  embryo	  (Figure	  6.E),	  missing	  
cells	  in	  the	  dorsal	  vessel	  (Figure	  6.F),	  a	  termination	  of	  the	  anterior	  part	  of	  the	  dorsal	  
vessel(Figure	  6.G),	  or	  any	  combination	  of	  the	  previously	  stated	  could	  be	  seen	  in	  akirin2	  mutant	  
embryos	  (Figure	  6.H)	  .	  	  These	  dorsal	  vessel	  defects	  were	  all	  fairly	  severe	  but	  the	  embryos	  with	  
the	  mis-­‐positioning	  of	  the	  aorta,	  which	  could	  be	  seen	  diving	  ventrally	  into	  the	  embryo	  and	  
resting	  on	  the	  gut	  lining,	  seemed	  to	  display	  more	  than	  one	  of	  the	  defects	  listed	  above	  (Figure	  
7.H).	  Together	  these	  phenotypes	  indicate	  that	  Akirin	  is	  needed	  for	  proper	  formation	  of	  the	  
dorsal	  mesoderm	  and	  later	  for	  dorsal	  vessel	  patterning,	  supporting	  the	  hypothesis	  that	  Akirin	  is	  
needed	  for	  optimal	  tinman	  expression	  during	  mesoderm	  formation	  and	  cardiogenesis.	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Figure	  6.	  	  Wild-­‐type	  (A,	  B)	  and	  akirin2	  mutants	  (C,	  D,	  E,	  F,	  G,	  H)	  stage	  16	  embryos	  stained	  
with	  anti-­‐Timann	  and	  anti-­‐Myosin	  primary	  antibodies.	  Wild-­‐type(A)	  has	  a	  secondary	  stain	  of	  
biotin	  antibody	  and	  visualized	  with	  DAB	  and	  the	  dorsal	  vessel	  can	  be	  seen	  forming	  normally	  
with	  a	  heart	  proper	  (*)	  and	  the	  aorta	  (**)	  	  both	  formed	  normally.	  Akirin2	  embryos	  stained	  
with	  the	  secondary	  stain	  of	  a	  biotin	  antibody	  and	  visualized	  with	  DAB	  (C,	  D)	  and	  fluorescent	  
secondary	  antibodies	  were	  used	  for	  the	  embryos	  in	  B,	  D,	  E,	  F,	  G,	  and	  H.	  It	  can	  be	  seen	  in	  the	  
akirin2	  mutants	  that	  there	  are	  multiple	  cells	  not	  expressing	  Tinman	  (C),	  and	  the	  heart	  proper	  
seem	  to	  fuse	  and	  close	  (D),	  larger	  cardiomyocytes	  indicating	  a	  possible	  fusion	  (This	  embryo	  is	  
stained	  with	  DAB	  and	  the	  cardiomyocytes	  are	  present	  but	  lost	  in	  the	  image	  due	  to	  the	  
presence	  of	  the	  darker	  DAB	  tinman	  staining(C),	  the	  dorsal	  vessel	  dives	  ventrally	  into	  the	  
embryo	  (E),	  missing	  cells	  in	  the	  dorsal	  vessel	  (F)	  and	  a	  termination	  of	  the	  anterior	  part	  of	  the	  
dorsal	  vessel	  (G),	  or	  any	  combination	  of	  the	  previously	  stated	  mutants	  could	  be	  seen	  in	  
akirin2	  mutant	  embryo	  (H)	  .	  	  All	  embryos	  except	  B	  and	  E	  are	  in	  dorsal	  view	  with	  anterior	  
being	  to	  the	  left	  and	  posterior	  being	  to	  the	  right.	  B	  and	  E	  and	  in	  a	  dorsal	  view	  rotated	  75%	  
for	  visualization	  of	  the	  diving	  dorsal	  vessel.	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Tinman	  enhancer	  activity	  is	  reduced	  in	  akirin	  mutant	  embryos	  
It	  has	  been	  established	  that	  for	  tinman	  to	  be	  properly	  expressed	  in	  development	  the	  
bHLH	  transcription	  factor,	  Twist,	  needs	  to	  bind	  to	  the	  TinB	  enhancer	  region	  (Bryantsev	  and	  
Cripps,	  2009).	  It	  was	  also	  found	  that	  Akirin	  is	  needed	  as	  a	  cofactor	  with	  Twist	  for	  proper	  
expression	  of	  Dmef-­‐2	  (Nowak	  et	  al.,	  2012).	  The	  tinman	  gene	  reaches	  peak	  expression	  levels	  
several	  times	  during	  development,	  with	  the	  first	  peak	  of	  expression	  being	  at	  	  late	  stage	  11	  (7.5	  
hours	  after	  egg	  laying)	  followed	  by	  another	  peak	  in	  expression	  at	  stage	  15	  (11.5	  hours	  after	  egg	  
laying)(Bodmer	  et	  al.,	  1993).	  To	  test	  if	  Akirin	  was	  playing	  a	  role	  in	  the	  expression	  of	  tinman	  a	  
real	  time	  quantitative	  PCR	  was	  performed	  using	  mRNA	  collected	  from	  embryos	  that	  were	  7.5	  
hours	  or	  11.5	  hours	  of	  age	  after	  egg	  laying.	  These	  times	  were	  chosen	  based	  on	  the	  research	  
from	  Bodmer	  et	  al.,	  1993	  that	  identified	  these	  time	  points	  as	  key	  for	  the	  role	  of	  Tinman	  in	  the	  
development	  of	  the	  dorsal	  mesoderm.	  RT-­‐qPCR	  was	  performed	  on	  both	  wild-­‐type	  and	  akirin2	  
embryos	  and	  results	  were	  normalized	  to	  GAPDH	  expression	  levels,	  a	  housekeeping	  gene	  not	  
affected	  by	  the	  lack	  of	  wild-­‐type	  Akirin.	  The	  data	  showed	  that	  tinman	  expression	  in	  7.5	  hour-­‐old	  
akirin2	  mutant	  embryos,	  showed	  a	  10	  fold	  reduction	  when	  compared	  to	  tinman	  expression	  in	  
wild-­‐type	  embryos	  of	  the	  same	  age	  (Figure	  6.A).	  	  To	  test	  if	  Akirin	  was	  playing	  a	  role	  in	  the	  later	  
expression	  time	  of	  tinman	  at	  stage	  15,	  RT-­‐qPCR	  was	  performed	  on	  mRNA	  prepped	  from	  
embryos	  that	  were	  11.5	  hours	  of	  age.	  This	  RT-­‐qPCR	  showed	  a	  14-­‐fold	  reduction	  (Figure	  6.B)	  
when	  compared	  to	  the	  expression	  level	  seen	  in	  wild-­‐type.	  It	  should	  be	  noted	  that	  the	  overall	  
expression	  of	  tinman	  decreases	  dramatically	  in	  wild-­‐type	  between	  the	  two	  points	  suggesting	  
that	  this	  decrease	  in	  the	  akirin2	  mutant	  embryos	  could	  be	  due	  to	  the	  lack	  of	  Tinman	  to	  auto	  
regulate	  itself	  at	  this	  later	  time	  point.	  However,	  the	  10	  fold	  reduction	  seen	  in	  the	  earlier	  stage	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embryos	  likely	  indicates	  that	  Akirin	  is	  needed	  for	  proper	  transcription	  of	  the	  gene	  tinman	  for	  
proper	  dorsal	  vessel	  development	  during	  the	  embryogenesis.	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Figure	  7.	  	  A)RT-­‐qPCR	  of	  collected	  tinman	  exon	  mRNA	  of	  wild-­‐type	  and	  akirin2	  embryos	  
collected	  at	  late	  stage	  11	  (7.5	  hours).	  This	  RT-­‐qPCR	  demonstrates	  a	  reduction	  in	  tinman	  
expression	  in	  akirin2	  mutant	  embryos	  when	  comparted	  to	  wild-­‐type.	  (Shown	  with	  Standard	  
Error)	  B)RT-­‐qPCR	  of	  collected	  tinman	  exon	  mRNA	  of	  wild-­‐type	  and	  akirin2	  embryos	  collected	  
at	  stage	  15	  (11.5	  hours)	  (shown	  with	  Standard	  Error).	  This	  RT-­‐qPCR	  demonstrates	  a	  further	  
reduction	  in	  tinman	  expression	  in	  akirin2	  mutant	  embryos	  when	  comparted	  to	  wild-­‐type.	  
(GAPDH	  expression	  levels	  were	  used	  to	  normalize	  this	  data)	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Akirin	  and	  Tinman	  genetically	  interact	  during	  cardiogenesis.	  
	   In	  tinman	  homozygous	  mutants	  the	  dorsal	  vessel	  and	  visceral	  muscles	  fail	  to	  form	  in	  
embryos	  and	  are	  not	  present	  during	  any	  time	  in	  development	  and	  in	  akirin2	  homozygous	  
mutants	  a	  dorsal	  vessel	  will	  form	  in	  embryos	  but	  is	  patterned	  incorrectly	  (Bodmer,	  1993).	  The	  
initial	  step	  was	  to	  generate	  a	  viable	  tinman/akirin2	  double	  mutant;	  however,	  these	  lines	  failed	  
to	  produce	  any	  viable	  double	  heterozygous	  embryos.	  This	  was	  attempted	  in	  two	  different	  
balancer	  backgrounds	  and	  was	  unsuccessful	  in	  both	  cases.	  Therefore	  a	  different	  method	  was	  
used	  to	  detect	  a	  possible	  genetic	  interaction	  between	  akirin	  and	  tinman	  during	  heart	  
development;	  we	  examined	  dorsal	  vessel	  formation	  in	  akirin2,	  +	  /+,	  tinEC40	  double	  
heterozygous	  embryos.	  This	  double	  heterozygous	  assay	  is	  needed	  to	  create	  a	  sensitized	  embryo	  
that	  will	  due	  to	  the	  wild-­‐type	  phenotypes	  of	  the	  dorsal	  vessel	  in	  the	  single	  heterozygous	  
mutants	  akirin2	  /+	  and	  	  tinEC40/+.	  	  In	  these	  double	  heterozygous	  embryos,	  the	  dorsal	  vessel	  
failed	  to	  form	  (Figure	  8).	  The	  anti-­‐Tinman	  antibodies	  successfully	  worked	  in	  the	  single	  
heterozygous	  mutants	  akirin2	  /+	  and	  	  tinEC40/+	  ,	  but	  failed	  to	  mark	  any	  cardiomyocytes	  
suggesting	  that	  they	  were	  not	  present	  in	  these	  double-­‐heterozygote	  embryos.	  This	  suggests	  
that	  akirin	  is	  able	  to	  genetically	  interact	  with	  tinman	  to	  allow	  for	  proper	  formation	  of	  the	  dorsal	  
vessel.	  While	  these	  initial	  data	  are	  promising,	  and	  supportive	  of	  the	  hypothesis	  that	  Akirin	  and	  
Tinman	  interact	  to	  pattern	  the	  dorsal	  vessel,	  further	  investigation	  of	  akirin2,+	  /+,	  	  tinEC40	  double	  
heterozygous	  embryos	  is	  needed.	  Since,	  only	  4	  embryos	  properly	  stained	  without	  a	  balancer,	  
before	  definitively	  establishing	  a	  genetic	  interaction	  between	  these	  loci.	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Figure	  8.	  akirin2	  (A),	  w;	  tinEC40/TM3,Sb,abad-­‐lacZ	  (B),	  and	  w;	  akirin2,+	  /+,	  	  tinEC40	  (C)	  	  	  stage	  16	  
embryos	  stained	  with	  anti-­‐tinman	  and	  anti-­‐myosin	  primary	  antibodies.	  In	  the	  akirin2	  (A)	  and	  	  	  	  	  	  	  	  
w;	   tinEC40/TM3,Sb,abad-­‐lacZ	   (B)	   the	   dorsal	   vessel	   can	   be	   seen	   forming	   in	   a	   linear	   pattern.	  
While,	   in	   the	   double	   heterozygous	  w;	   akirin2,+	   /+,	   	   tinEC40	   (C)	   Tinman	   staining	   is	   absent	  
suggesting	  that	  the	  dorsal	  vessel	  failed	  to	  form	  is	  present.	  	  The	  red	  circle	  indicates	  where	  the	  
dorsal	  vessel	  should	  be.	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Discussion	  
The	  homeobox	  gene	  tinman	  is	  essential	  in	  cardiac	  and	  visceral	  muscle	  development	  
(Bodmer	  1993).	  It	  has	  been	  shown	  that	  tinman	  is	  able	  to	  activate	  and	  repress	  several	  genes	  that	  
are	  required	  for	  proper	  development	  of	  the	  dorsal	  vessel	  in	  Drosophila	  melanogaster	  (Chen	  and	  
Schwartz,	  1995;	  Choi	  et	  al.,	  1999;	  Fossett	  et	  al.,	  2000).	  	  The	  expression	  of	  tinman	  occurs	  very	  
early	  in	  development	  at	  the	  blastoderm	  stage	  in	  the	  mesodermal	  primordia	  (Bodmer,	  1990).	  
This	  expression	  is	  triggered	  by	  the	  transcription	  factor	  Twist	  that	  is	  activated	  in	  the	  beginning	  
phases	  of	  development	  (Bodmer	  et	  al.,	  1990,	  Yin	  et	  al.,	  1997).The	  ability	  of	  Twist	  to	  interact	  
with	  tinman	  at	  the	  TinB	  enhancer	  plays	  a	  major	  role	  in	  the	  specification	  of	  the	  dorsal	  mesoderm	  
and	  in	  the	  specification	  of	  cells	  within	  the	  dorsal	  mesoderm	  to	  form	  the	  dorsal	  vessel	  
(Bryantsev	  and	  Cripps,	  2009;	  Yin	  et	  al.,,	  1997).	  However,	  Twist	  is	  only	  necessary	  during	  the	  early	  
phase	  of	  tinman	  expression	  during	  the	  formation	  of	  the	  mesoderm,	  after	  which	  tinman	  comes	  
under	  the	  transcriptional	  control	  of	  tinman	  itself	  and	  also	  Dpp	  (Bryantsev	  and	  Cripps,	  2009;	  Yin	  
et	  al.,	  1997).	  It	  is	  unknown	  at	  this	  time	  if	  any	  other	  genes	  play	  a	  role	  in	  the	  early	  expression	  of	  
tinman	  during	  dorsal	  mesoderm	  formation.	  	  
Previous	  work	  established	  that	  Akirin,	  a	  highly	  conserved	  nuclear	  protein,	  interacts	  with	  
Twist	  at	  both	  Dmef-­‐2	  and	  tinman	  enhancers	  (Nowak	  et	  al.,2012).	  Akirin	  is	  a	  nuclear	  protein	  with	  
no	  known	  protein	  motifs	  but	  has	  a	  putative	  nuclear	  localization	  sequence	  (Goto	  et	  al.,2008;	  
Nowak	  et	  al.,	  2012).	  	  Akirin	  mediates	  an	  interaction	  between	  Twist	  and	  the	  BRM	  chromatin	  
remodeling	  complex	  to	  facilitate	  myogenic	  gene	  expression	  (Nowak	  et	  al.,	  2012).	  	  Based	  on	  
these	  data,	  it	  was	  hypothesized	  that	  Akirin	  played	  a	  similar	  role	  with	  Twist	  for	  the	  expression	  of	  
tinman.	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Akirin	  is	  needed	  for	  proper	  expression	  of	  tinman	  
	   The	  gene	  tinman	  is	  differentially	  expressed	  during	  embryonic	  development,	  with	  the	  
first	  expression	  of	  tinman	  being	  dependent	  on	  the	  TinB	  enhancer	  which	  is	  under	  the	  control	  of	  
the	  Twist	  transcription	  factor	  (Raftery	  et	  al.,	  1999;	  Bryantsev	  and	  Cripps,	  2009).	  	  This	  first	  
expression	  of	  tinman	  is	  around	  late	  stage	  11	  (7.5	  hours	  after	  egg	  laying)	  followed	  by	  another	  
increase	  in	  expression	  which	  is	  dependent	  on	  the	  TinD	  enhancer	  at	  stage	  15	  (11.5	  hours	  after	  
egg	  laying).	  The	  initial	  expression	  of	  tinman,	  which	  is	  activated	  solely	  by	  Twist,	  is	  necessary	  for	  
the	  specification	  and	  development	  of	  the	  dorsal	  mesoderm	  (Bodmer	  et	  al.,	  1993).	  	  Based	  on	  our	  
data,	  this	  initial	  enhancer	  likely	  requires	  Akirin	  for	  proper	  expression	  in	  a	  manner	  reminiscent	  of	  
Akirin-­‐dependent	  activation	  of	  Dmef-­‐2	  (Bodmer	  et	  al.,	  1993,	  Nowak	  et	  al.,	  2012).	  We	  found	  that	  
in	  akirin2	  mutants	  that	  early	  expression	  of	  tinman	  at	  late	  stage	  11	  is	  greatly	  reduced	  showing	  a	  
10-­‐fold	  reduction	  in	  tinman	  transcript	  when	  compared	  to	  wild-­‐type	  embryos	  (Figure	  6.A).	  We	  
observed	  a	  further	  14-­‐fold	  reduction	  in	  tinman	  transcription	  levels	  at	  11.5	  hours	  AEL	  in	  akirin2	  
mutant	  embryos	  compared	  to	  wild-­‐type	  embryos	  (Figure	  6.B).	  It	  should	  be	  noted	  that	  tinman	  is	  
still	  being	  expressed	  and	  a	  dorsal	  vessel	  does	  form	  but	  there	  is	  a	  severe	  reduction	  tinman	  
mRNA	  levels.	  These	  data	  strongly	  suggest	  that	  Akirin	  is	  key	  for	  regulation	  of	  this	  early,	  Twist-­‐
dependent	  enhancer	  of	  the	  tinman	  locus.	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Akirin	  is	  needed	  for	  proper	  formation	  and	  positioning	  of	  the	  dorsal	  vessel.	  
We	  have	  shown	  that	  Akirin	  works	  with	  Twist	  for	  proper	  muscle	  development	  during	  
embryogenesis.	  Here	  we	  show	  that	  Akirin	  is	  also	  required	  in	  the	  same	  manner	  for	  proper	  
tinman	  expression	  in	  the	  dorsal	  mesoderm	  and	  during	  dorsal	  vessel	  formation	  (Nowak	  et	  al.,,	  
2012).	  	  In	  wild-­‐type	  embryos,	  the	  dorsal	  vessel	  forms	  in	  a	  uniformed	  pattern	  containing	  both	  
the	  heart	  proper	  and	  the	  aorta	  (Figure	  7.A.).	  Taken	  together	  with	  the	  RT-­‐qPCR	  data,	  these	  
results	  suggest	  that	  Akirin	  is	  an	  essential	  co-­‐factor	  with	  Twist	  at	  the	  TinB	  enhancer	  for	  the	  initial	  
expression	  of	  tinman	  (Bryantsev	  and	  Cripps,	  2009).	  This	  initial	  expression	  of	  Tinman	  is	  required	  
to	  further	  restrict	  the	  area	  of	  the	  dorsal	  mesoderm	  and	  to	  begin	  specifying	  the	  dorsal	  vessel.	  
Without	  Akirin,	  the	  dorsal	  vessel	  forms,	  but	  it	  has	  a	  range	  of	  phenotypes	  such	  as:	  a	  termination	  
of	  the	  anterior	  part	  of	  the	  dorsal	  vessel,	  missing	  cells	  in	  the	  dorsal	  vessel,	  the	  dorsal	  vessel	  dives	  
ventrally	  into	  the	  embryo,	  cardiomyocytes	  are	  larger	  indicating	  abnormal	  fusion,	  a	  displaced	  
heart	  proper,	  and	  ectopic	  fusion	  of	  the	  heart	  chambers	  (Figure	  7).	  These	  phenotypes	  
demonstrate	  that	  Akirin	  is	  responsible,	  along	  with	  Twist,	  for	  the	  early	  enhancement	  of	  tinman,	  
since	  Tinman	  is	  needed	  for	  the	  narrowing	  of	  the	  dorsal	  mesodermal	  progenitor	  cells	  and	  for	  the	  
specification	  of	  dorsal	  mesoderm	  cells	  to	  become	  the	  dorsal	  vessel.	  These	  striking	  phenotypes,	  
together	  with	  the	  significant	  reduction	  in	  Tinman	  transcript	  expression	  level,	  as	  well	  as	  
decreased	  numbers	  of	  cardiomyocytes,	  demonstrate	  that	  Akirin	  is	  an	  essential	  co-­‐factor	  for	  
proper	  dorsal	  vessel	  development	  and	  may	  play	  a	  role	  in	  forming	  the	  dorsal	  mesoderm.	  	  
These	  findings	  suggest	  that	  Akirin	  is	  indeed	  necessary	  for	  the	  proper	  expression	  of	  
tinman	  in	  Drosophila	  melanogaster.	  The	  working	  model	  shows	  that	  Akirin	  interacts	  with	  Twist	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at	  the	  TinB	  enhancer	  to	  direct	  tinman	  expression	  early	  in	  development	  (Figure	  8).	  A	  loss	  of	  
Akirin	  leads	  to	  a	  severe	  decrease	  of	  tinman	  expression,	  which	  negatively	  affects	  the	  
downstream	  cardiac	  development	  pathway.	  The	  model	  presented	  here	  has	  a	  precedent,	  in	  that	  
Akirin	  was	  determined	  to	  have	  a	  similar	  key	  role	  in	  Dmef2	  induction	  (Nowak	  et	  al.,	  2012).	  	  In	  
conclusion,	  Akirin	  appears	  to	  be	  required	  for	  the	  proper	  early	  phase	  of	  tinman	  expression	  and	  is	  
essential	  for	  tinman	  directed	  formation	  of	  the	  dorsal	  mesoderm	  and	  the	  dorsal	  vessel.	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Figure	  9.	  A	  simplified	  model	  of	  transcription	  activity	  of	  Dmef-­‐2	  and	  tinman.	  A)	  Dmef-­‐2	  
transcription	  requires	  both	  Twist	  and	  Akirin	  for	  expression	  of	  Dmef-­‐2,	  which	  is	  key	  in	  lateral	  
muscle	  formation	  (Nowak	  et	  al.,	  2012).	  B)	  A	  simplified	  model	  of	  tinman	  regulation	  in	  the	  
absences	  of	  Akirin	  showing	  a	  decrease	  in	  transcription	  of	  tinman.	  C)	  tinman	  is	  known	  to	  be	  
regulated	  by	  Twist	  but	  it	  is	  thought	  that	  another	  factor	  is	  key	  in	  assisting	  Twist	  for	  the	  proper	  
expression	  of	  tinman.	  Once,	  Twist	  and	  Akirin	  are	  able	  to	  activate	  the	  tinman	  gene,	  tinman	  
autoregulation	  produces	  more	  Tinman	  in	  the	  dorsal	  mesoderm.	  Tinman	  further	  interacts	  
with	  Dpp,	  which	  activates	  Mad	  and	  Medea	  to	  further	  refine	  and	  define	  the	  dorsal	  
mesoderm.	  For	  cardiac	  mesoderm	  formation,	  Tinman	  must	  first	  activate	  the	  gene	  pannier,	  
which	  in	  turn	  works	  with	  Tinman	  protein	  to	  activate	  cardiac	  formation.	  However,	  in	  the	  
absence	  of	  Akirin,	  the	  expression	  of	  tinman	  is	  reduced	  affecting	  the	  downstream	  activation	  
of	  pannier	  and	  the	  downstream	  dorsal	  mesoderm	  development	  affected	  by	  Dpp.	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Integration	  of	  the	  Thesis	  Research	  
The	  research	  in	  this	  study	  involved	  several	  aspects	  of	  biology	  ranging	  from	  genetics	  to	  
organismal	  biology.	  This	  research	  has	  been	  able	  to	  uncover	  a	  key	  transcription	  factor	  that	  is	  
highly	  conserved	  throughout	  24	  metazoan	  species	  that	  interacts	  and	  promotes	  tinman,	  a	  
vertebrate	  homolog	  to	  Nkx2.5,	  for	  proper	  cardiac	  development.	  The	  following	  disciplines	  of	  
science	  were	  used	  during	  my	  research:	  Biology,	  Chemistry,	  Biochemistry,	  Biotechnology,	  
Statistics,	  Developmental	  techniques,	  Genetics,	  Cell	  Biology,	  Organismal	  Biology,	  
Bioinformatics,	  and	  Immunohistochemistry.	  The	  use	  of	  multiple	  techniques	  from	  
immunohistochemistry	  to	  statistics	  has	  allowed	  for	  a	  more	  comprehensive	  visualization	  of	  what	  
is	  actually	  occurring	  in	  the	  early	  development	  of	  Drosophila,	  which	  will	  hopefully	  allow	  greater	  
understanding	  of	  cardiac	  development	  in	  mammals.	  Ultimately,	  it	  is	  hoped	  that	  this	  work	  will	  
eventually	  lead	  to	  a	  way	  to	  identify	  and	  correct	  fetal	  birth	  defects	  that	  deal	  with	  cardiac	  
development.	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